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Les Toxines des staphylocoques d'origine animale. 
Préparation et titrage de la Toxine � 
par J. PILLET' Mme B. ÛRT A' s. lsBIR et p. MERCIER 
(Commu.nication présentée par M. LEMÉTAYER) 
Lorsque l'on veut étudier qualitativement l'élaboration de 
toxines par une souche de staphylocoques, ln méthode de choix 
consiste à ensemencer punctuellement la souche sur deux boîtes 
de Petri contenant l'une de la gélose au sang de lapin, l'autre de 
la gélose au sang de mout.on: AprP.s 18 heures d'étuve, le déve­
loppeme.nt des zones d'hémolyse permet de caractériser, sur la 
première, la production de toxine a (zone transparente à limite 
floue) et sur la seconde celle des toxines a et � (zone d'hémolyse 
partielle à limite nette s'éclaircissant après séjour à la glacière, 
ciroonscrivant la zone d'hémolyse a) . L'emploi de la boîte de 
Pétri au sang de lapin est nécessaire du fait que les hématies de 
lapins sont beaucoup plus sensibles à la toxine a que celles du 
mouton. 
Nous avons étudié, par cette méthode, '169 souches de staphy­
locoques d'origine animale et en avons trouvé 114 produisant au 
moins une des deux toxines. Parmi celles-ci, 21 seulement él�bo­
raient de la toxine a uniquement, alors que 93 produisaient de 
la toxine � très généralement associée à la toxine a, celle-ci 
n'apparaissant souvent sur la boîte qu'à l'état de trace. Un certain 
nombre de souches paraissaient ne produire que de la toxine � 
sur boîte de gélose, mais la culture en milieu liquide nous a 
montré qu'il y avait toujours, avec les souches que nous avons 
examinées, production simultanée d'une faible quantité de 
toxine a. Signalons au contraire que, sur près de nOO souches 
d'origine humaine que nous avons étudiées, 4 seulement élabo­
raient de la toxine f3. 
Ces résultats qui comprennent et étendent ceux publiés précé­
demmen� dans la thèse de l'un de nous (1) et dans une note plus 
récente (2) sont en accord avec ceux de différents auteurs (3, 4, �) 
ayant étudié les staphylocoques d'origine animale et montrent 
que l'élaboration de toxine � est un caractère important et dans 
une large mesure spécifique des souches isolées sur l'animal. 
On peut donc penser que vraisemblablement cette toxine joue 
un rôle non négligeable dans le développement des accidents 
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staphylococciques superfi ciels et profonds observés chez l'animal 
et c'est ce qui nous a amenés à tenter d'immuniser l'animal 
contre cette toxine, l'immunisation anti a. étant déjà réalisée 
grâce à l'emploi de l 'anatoxine a. (6). La difficulté principale de 
ce travail consistait à produire en quantité importante une 
toxine � de titre convenable et c'est à cette partie de nos recher­
ches que nous consacrerons cette première note. 
PRÉPARATION DE LA TOXINE f3 
Comme toujours, lorsqu'il s'agit de la production d'une toxine 
microbienne, il est très important et très difficile d'obtenir une 
souche élaborant, avec régularité, une toxine de titre élevé. Nous 
avons, dans ce but, effectué tout d'abord une première sélection 
des souches, basée sur le diamètre de la zone d'hémolyse f3 pro­
duite par ces souches sur hoîte de gélose au sang et avons ensuite 
ensemencé en milieu liquide celles qui paraissaient les plus hémo­
lytiques. Les titrages, des toxines produites, pratiqués selon la 
technique décrite plus loin, nous ont montré que sur l'ensemble 
de nos souches, 4 seulement donnaient une toxine �· satisfaisante . 
Toutefois ces souches élaboraient simultanément une petite quan­
tité de toxine o. et il reste souhaitable dans l'avenir d'isoler. si 
cela est possible, une souche élaborant uniquement de la toxine �. 
CONDITIONS DE CULTURE 
Le milieu employé est cdui utilisé pour la production de 
toxine a. et a été précédemment décrit (7). Les cultures ont été 
faites en atmosphère air/C<Y à 20 p. 100 à l'étuve à 37° pendant 
10 jours; après ce délai on filtre sur filtre Seitz puis sur bougie L 3. 
TITRAGES 
Avant de décrire les méthodes employées, il nous paraît néces­
saire de préciser le type d'hémolyse propre à chacune des toxines 
et par ailleurs d'exposer les difficultés de titrage occasionnées par 
la présence simultanée dans le liquide à titrer des deux toxines 
a et f3. 
On peut résumer les différences entre les deux types d'hémolyse 
en notant que : 
la toxine a. hémolyse les globules de lapin après une heure 
d'étuve ; 
la toxine � hémolyse les gl ohules de mouton après une heure 
d'étuve et dix-huit heures dP. glncière. Mais il y a lieu de noter 
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que si la toxine f3 n'agit que faiblement sur les globules de lapin, 
la toxine a hémolyse d'une manière assez marquée · les globules 
d_e mouton à l'étuve. Il s 'ensuit que si le dosage de la toxine d. 
peut être pratiqué sans inconvénient notable en présence de la 
toxine f3, la présence de toxine a dans le filtrat à titrer peut se 
traduire lors du titrage de la toxine f3 par un début d'hémolyse à 
l'étuve- qui entraînera une erreur par excès dans le dosage. 
En conséquence, si les méthodes de titrage restent dans ce cas 
analogues à celles employées pour toute toxine hémolytique : 
recherche de la dose minima hémolytique et neutralisation par 
un a.ntisérum de titre connu, nous devons aussi rechercher 
l'influence de la tox ine a sur le titrage de la toxine f3. La tech­
nique la plus simple pour obtenir ce résultat paraît bien être 
d'éliminer la toxine c1. du mélange et de pratiquer le dosage de la 
toxine f3 avant et après cette opération . A cette fin, t rois méthodes 
décrites par L. SMITH et PHICE (8) sont utilisables, à savoir : le 
chauffage, l'action du formol et, enfin, la fl oculation de la 
toxine a. Nous avons utilisé ces trois techniques et donnerons 
maint·enant les résultats obtenus ., dans le titrage de la toxine f3, 
avant et après emploi de ces méthodes. Ces titrages ·Ont été effec­
tués en recherchant, d'une part, la dose minima hémolytique et, 
d'autre part, le pouvoir de combinaison en présence d'un anti­
sérum de titre connu. Le sérum utilisé provenant d'un cheval 
immunisé avec des doses croissantes d'une toxine mixte riche 
en f3 et très pauvre en a. Il titre 200 U f3 et 30 U a au cc. I/ éta!on­
. nage a été fait par comparais.on avec le sérum étalon international 
(Copenhague) et nous avons pu constater que la. petite quantité 
d'antitoxine a qu'il contient ne gênait pas le titrage de la toxine f3. 
ACTION DE LA CIIALEL'R 
a) Dose nnmrna hémolytique. - Si l'on chauffe une toxine 
mixte u. f3, hémolysant les globules de la pin (a.) au 1/�12 et les 
globules de mouton (f3) au 1/4.096 pendant 30 minutes à 60°, 
l'hémolyse de type o. devient nulle après ce traitement alors que 
l'hémolyse des globules de mouton se produit encore jusqu'à la 
dilution de 1/1.028; 
b) Dosage par le sérum anti f3. - Avant chauffage le titre est
de 10 unités alors qu 'il passe après chauffage à 1 unité au cc. 
Si l'on peut donc obtenir par cette méthode, grâce à la différence 
de sensibilité à ]a chaleur des deux toxines , une toxine � exempte 
d'a et présentant une dose minima hémolytique encore appré­
ciable , le titre de la toxine a considérablement baissé. Il reste 
par ailleurs impossible de doser rigoureusement la ·quantité de 
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toxine .13 existant dans le mélange initial en raison de la destruc­
tion probable d'une partie de cette toxine au chauffage. 
ACTION DU FORMOL 
Nous savons par une pratique quotidienne qu'il faut 4,o p. 1.000 
·de formol et un séjour à l'étuve à 40° de 8 jours pour transformer 
la toxine en anatoxine. C'est pourquoi nous avons limité nos 
recherches à l'action du formol aux doses de 4, �' .6, 7 p. 1.000.
Nous résumons comme suit les variations du pouvoir hémolytique 
de la toxine sur les globules de lapin et sur ceux de mouton après 
.3 iours d'étuve à 40°. 
· 
FORMOL 
0 
4 °./ OO 
5 O /OO
G 0 /OO 
7 O /OO
D. M. H. (e<) 
GL. Lapin 
1/512 
1/16 
1/8 
1/2 
pas d'hémolyse 
D. M. H. (�.) TITRAGE 
GL. Mouton avec sérum anti �· 
1/8000 20 u 
1/128 5U 
1/128 5 U 
1/128 �u 
1/64 2,5 u 
Ces résultats indiquent que si la toxine et est presque totale­
ment transformée avec les doses de formol employées, on note 
-corrélativement une baisse considérable de l'activité de la 
toxine j). Cette constatation jointe au fait qu'il existe dans le 
milieu après action du formol, à côté de la toxine 13, les deux 
=anatoxines a. et 13 oblige à abandonner cette technique de sépara­
tion des deux toxines, si l'on veut obtenir une toxine 13 isolée 
-de titre appréciable. 
FLOCVLATION DE LA TOXINE et 
Cette méthode qui reste en principe la méthode de choix puis­
.qu'elle permet la floculation spécifique de la toxine et nous a 
·<lonné les résultats suivants après floculation au bain-marie à 40°
.(le témoin a été porté à la même température pendant le même
temps).
Dose minima hémolytique 
avant floculation 16� après floculation 4C:00 
Dosage par l'anti-sérum 
avant floculation : 30 Unités après floculation : 7 Unités 
Cette méthode permet donc d'obtenir une toxine 13 d'un titre 
relativement élevé et débarrassée de toute trace de toxine a 
,(D.M.H. Gl. Lapin=+ oo}. 
PRÉPARATION ET TITRAGE DE LA TOXINE �. 407 
Remarque : Si l'on cherche la D.M.H. sur les globules de mou­
ton d'une toxine a. isolée et d'un titre comparable à celle présente 
d·ans la toxine mixte utilisée dans l'expérience précédente. on 
trouve une D . l\ L H . = 'l/64. Or, la floculation de la toxine a entraîne 
une diminution remarquable de l'activité hémolytique de la toxine 
mixte qui passe dP. la dilution de 1/16.000 à celle de 1/4.000. 11 
n'y a donc pas de rapport entre l'action directe de la toxine a sur 
les globules de mouton et son action sur les mêmes hématies 
lorsqu'elle agit simultanément avec la toxine �. 
Parmi les hypothèses que l'on peut faire à ce sujet, .Ja plus 
vraisemblable paraît être que la toxine a peut sensibiliser par un 
mécanisme encore indéterminé les globules de mouton à l'action 
de la toxine f3. 
RÉsVMÉ 
La toxine staphylococcique B, caractéristique des souches d'ori­
gine animale, peut être obtenue en quantité importante en milieu 
liquide, mais est trrs généraleme11t associée à des quantités varia­
bles de toxine u., ce qui entraîne des . difficultés considérables 
dans les titrages. 
Parmi les méthodes permettant d'obtenir la toxine � isolée,· 
la floculation spécifique de la toxine a effectuée sur une toxine 
mixte a � est la meilleure, le chauffage ou l'action du formol 
entraînant une perte importante en toxine B. 
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